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学位論文の内容の要旨 
 報告番号   乙第 2846 号     氏名     須永 大介 
GSK-3β 不活性化によるミトコンドリア膜電位回復の促進は、酸化ストレスによるネクロ
ーシスを抑制して細胞保護効果をもたらす 
 
研究目的 
ミトコンドリア透過性遷移孔（mPTP）の開口によるミトコンドリア膜電位（ΔΨm）の消
失は ATP 合成停止やミトコンドリアの膨化と外膜の透過性亢進を誘導する。心筋虚血再灌
流障害による細胞死への mPTP 開口と ΔΨm消失の寄与は、虚血プレコンディショニングに
よる心筋保護と mPTP 開口抑制が関連するという成績により支持される。虚血再灌流後の
細胞内のNa+やCa2+の恒常性の回復に必要なATP合成にはΔΨmの維持が不可欠であること、
虚血再灌流後の Ca2+過負荷に対する mPTP の感受性、活性酸素種（ROS）の産生量、およ
びミトコンドリア形態変化はミトコンドリア間で不均一であり、ΔΨm回復も一様ではない
可能性があること、さらに、再灌流後の mPTP 開口は必ずしも非可逆的ではなく、再閉鎖
により ΔΨmが回復し得ることが報告されている。これらの成績は、ΔΨmが回復不能となっ
たミトコンドリアの占める割合が虚血再灌流後の細胞死を規定することを示唆し、ΔΨmの
回復促進が心筋保護をもたらす可能性が考えられる。 
そこで本研究では細胞保護シグナル活性化による ΔΨm 回復促進が心筋細胞死を抑制す
るという仮説を検証した。細胞保護シグナルとしてはミトコンドリア ATP 感受性 K+チャ
ネル（mKATP）の活性化およびグリコーゲン合成酵素キナーゼ 3β（GSK-3β）の不活性化を
用いた。 
 
研究方法 
［実験 1］ROS による ΔΨm低下および mPTP 開口に mKATP活性化が与える影響の検討 
培養 H9c2 細胞の培地に、電子伝達系複合体 III 阻害薬である Antimycin A（AA, 40 M）
を添加し、60 分後に再度 AA 未添加の培地に交換して培養（Washout）した。 
（1） ΔΨm感受性蛍光プローブである TMRE（100 nM）によりミトコンドリアを標識し、 
AA 添加 5 分後、60 分後、Washout 15 分後および 60 分後の染色レベルを定量した。AA に
加えて溶媒（Vehicle+AA）、mKATP 活性化薬である nicorandil（300 μM、NC+AA）または
diazoxide（300 μM、DZ+AA）、およびNCとmKATP阻害薬である5-hydroxydecanoate（100 μM、
NC+5-HD+AA）を添加した群を設けた。また、AA に加えて mPTP 開口阻害薬である
cyclosporin A（0.5 M、CsA+AA 群）を添加した群、ならびに解糖系阻害薬である iodoacetate
（30 μM、IAA）を単独、または AA と併用（AA+IAA）した群も設けた。 
（2）MitoTracker Red（1 μM）によりミトコンドリアを標識し、さらに ΔΨm非依存性の蛍
光プローブである calcein（0.25 μM）で mPTP の閉鎖しているミトコンドリアを標識した。
細胞質に残存する Calcein は 4 mM の CoCl2により除去した。AA 添加 60 分後、Washout 60
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分後および 120 分後の Calcein 染色レベルを定量し、mPTP 開口の程度を MitoTracker Red
陽性領域に対する Calcein 染色陽性領域の%として評価した。溶媒のみ（Vehicle 群）に加
え、プロトコール（1）と同様に Vehicle+AA 群、NC+AA 群、NC+5-HD+AA 群を設けた。 
［実験 2］mKATP活性化による GSK-3β リン酸化制御が ΔΨm低下に与える影響の検討 
（1）H9c2 細胞を採取しホモゲナイズ後に細胞質分画とミトコンドリア分画に分け、Ser9
リン酸化 GSK-3β、total GSK-3β の蛋白量をウェスタンブロット法で定量した。細胞採取前
に溶媒のみを添加した Vehicle 群、60 分間 NC を添加した NC+Vehicle 群、NC および 5-HD
を添加したNC+5-HD群、NCとROS消去薬であるMercaptopropionyl glycine（MPG, 30 μM）
を添加した NC+MPG 群を設けた。さらに、AA 添加の影響を検討するため、Vehicle+AA、
NC+AA 群を設け、AA 添加 5 分後、60 分後、および Washout 60 分後に評価した。 
（2）実験 1、プロトコール（1）と同様に TMRE 染色レベルを定量して ΔΨmを評価した。
実験群として、Vehicle+AA群およびAA添加 60分前からGSK-3β阻害薬であるLiCl（30 mM）
を投与した LiCl+AA 群を設けた。さらに細胞採取 48 時間前に control-siRNA または
GSK-3β-siRNA をトランスフェクションした群を設けた。 
［実験 3］mKATP活性化による ROS 産生制御が ΔΨm低下に与える影響の検討 
（1）H9c2 細胞に AA を添加し（Vehicle+AA 群）30 分後、60 分後、Washout 15 分後、60
分後の ROS 産生を、2-7-dichlorofluorescein（DCF）染色により定量した。AA 添加 60 分前
から NC、LiCl 投与した NC+AA 群、LiCl+AA 群、または MPG を AA 添加 30 分前あるい
は AA の Washout と同時に投与した AA+MPG-Tx 群、AA+MPG 群を設けた。 
（2）AA+MPG-Tx 群および AA+MPG 群における ΔΨmの変化を、実験 1、プロトコール（1）
と同様に TMRE 染色レベルにより定量した。 
［実験 4］ΔΨm回復促進が細胞死に与える影響の検討 
H9c2 細胞において AA を 60 分間添加後および Washout 120 分の時点で培養液中の LDH
活性をネクローシスの指標として測定した。また、アポトーシスの指標としてHoechst33342
で濃染される凝縮した核をもつ細胞数を定量した。溶媒のみ（Vehicle）、AA のみ
（Vehicle+AA）に加え、AA 添加 60 分前から NC、DZ を投与した群（NC+AA、DZ+AA）
とそれぞれに 5-HD を添加した群を設けた。さらに LiCl がネクローシスに及ぼす効果を検
討した（LiCl+AA 群）。 
［実験 5］mKATP活性化が複合体 III と GSK-3β の相互作用に与える影響の検討 
溶媒または AA 添加 5 分後に細胞を採取し、ホモゲナイズ後に電子伝達系複合体 III の
構成蛋白である Rieske に対する抗体により免疫沈降を行った。沈降物中の GSK-3β 蛋白量
をウェスタンブロット法により定量した。溶媒のみ（Vehicle）、AA のみ（Vehicle+AA）、
および AA 添加 60 分前から NC を投与した群（NC+AA）を設けた。 
 
研究成績 
［実験 1］ 
（1）Vehicle+AA 群では AA 添加 60 分後に TMRE 染色レベルは Baseline の 15%と ΔΨmの
低下が認められ、AA Washout 60 分後に 51%に回復した。mKATP活性化薬の NC、DZ は AA
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添加 60 分後における ΔΨmの低下には影響を及ぼさなかったが、Washout 15 分後および 60
分後のΔΨmの回復を有意に促進した。この効果は5-HDにより遮断された。CsAは（CsA+AA
群）、AA 添加 60 分後の ΔΨmの低下を抑制し、Washout 60 分後の ΔΨmの回復を有意に促進
した。一方 AA 群、IAA 群での細胞内 ATP レベルは対照の 23.9±1.2%および 13.0±0.4%で
あり、IAA 群で有意に低値であったが、ΔΨmの低下は時間経過を通して両群で同等であっ
た。AA+IAA 群では細胞内 ATP はほぼ枯渇し（0.6±0.2%）、ΔΨmも有意に低下した。 
（2）Calcein 染色陽性のミトコンドリアは Vehicle+AA 群で AA 添加 60 分後に Baseline の
6%まで低下し、Washout 60 分後に 10%、120 分後に 18%まで回復した。AA Washout 後の
Calcein 染色の回復は NC+AA 群で有意に促進され、この効果は 5-HD により遮断された。 
［実験 2］ 
（1）NC+Vehicle 群では Vehicle 群と比較してミトコンドリア分画の Ser9 リン酸化 GSK-3β
が 24%増加した。このリン酸化は NC+5-HD 群または NC+MPG 群では観察されなかった。
NC によるミトコンドリア分画のリン酸化 GSK-3β レベルの上昇は、AA 添加 5 分後まで維
持されていたが、その効果は AA 添加 60 分後、Washout 60 分後には消失した。 
（2）LiCl+AA 群および GSK-3β-siRNA 群では Washout 15 分後および 60 分後の ΔΨm回復
が有意に促進された。 
［実験 3］ 
（1）DCF 染色レベルは AA 添加後著明に増加し、Washout 後は時間依存性に減少した。
NC あるいは LiCl は AA 添加後および Washout 後のいずれの時相でも DCF 染色レベルを
有意に低下させた。さらに、ROS 消去薬の MPG の存在下では DCF 染色レベルが有意に低
下した。 
（2）MPG を AA 添加前から投与すると AA による ΔΨmの低下が有意に抑制され、Washout
後の回復も促進した。MPG を AA Washout 後に添加しても ΔΨmの回復が有意に促進した。 
［実験 4］ 
AA 添加 60 分後の LDH 活性は Vehicle+AA 群、NC+AA 群および DZ+AA 群で同等であ
った。一方、Washout 120 分後の LDH 活性は NC+AA 群および DZ+AA 群で有意に低下し、
この効果は5-HDで遮断された。LiCl+AA群においてもLDH活性は同様に低下した。また、
Washout 120 分後の時点でのアポトーシス細胞の出現頻度は NC+AA 群において
Vehicle+AA 群と比較して有意に低下し、この効果も 5-HD により遮断された。 
［実験 5］ 
Rieske と GSK-3β 蛋白の結合量はVehicle 群と比較して Vehicle+AA 群で有意に増加した。
AA による GSK-3β-Rieske 相互作用は NC により有意に抑制された。 
 
考察 
本研究では、mKATPの活性化、GSK-3β の不活性化、ROS 産生抑制が ΔΨmの回復を促進
すること、ならびに ΔΨmの回復促進がネクローシス、アポトーシスのいずれをも抑制する
ことが示された。 
GSK-3β の不活性化が AA による ROS 産生を抑制したことから GSK-3β はミトコンドリ
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アでの ROS 産生を促進することが示唆される。最近我々は、外因性の過酸化水素に誘導
される GSK-3β のミトコンドリア移行が ROS 産生を増加させること、およびこのミトコン
ドリア移行と ROS 産生は GSK-3β 活性に依存することを報告した。したがって ROS 産生
への GSK-3β の関与は AA による ROS 産生に特異的では無いと考えられる。 
AA 添加中の ROS 産生は NC+AA 群で Vehicle+AA 群と比較して抑制されていたが、
TMRE 染色レベルは両群で同程度に低下した。したがって ΔΨmの虚脱を誘導する ROS レ
ベルには閾値が存在すると考えられる。一方、ミトコンドリアの Calcein 染色レベルは
Washout 60 分後および 120 分後は NC+AA 群で有意に高かった。MitoTracker Red は ΔΨm
依存性のプローブでありその染色レベルは AA 添加後に 20〜30%低下したことから、mPTP
の閉鎖を過小評価する可能性がある。しかし Calcein 染色レベルは NC により維持されて
おり、mKATP活性化による mPTP 再閉鎖が ΔΨm回復に寄与したと考えられる。 
mPTP 開口刺激の 1 つである ROS の産生は、NC や LiCl 投与により AA 添加中および
Washout 後のいずれでも抑制されており、mPTP 再閉鎖に寄与すると考えられる。AA の
Washout 後のみに投与した MPG は AA 添加中および Washout 後に投与した LiCl の効果を
再現した。一方、AA 添加中のみ MPG を投与すると AA 添加中から Washout 後に至るまで
TMRE 染色が維持された。これらの成績から、mKATPの活性化は GSK-3β の不活性化によ
り ROS 産生を抑制し mPTP を再閉鎖させることで ΔΨm回復を促進すると考えられる。 
NC による GSK-3β の Ser9 リン酸化レベルの上昇は AA 添加後早期の一過性であったに
もかかわらず、AA 添加中に LiCl を用いて持続的に GSK-3を不活性化した場合と同等に
Washout 後の ΔΨmの回復を促進した。したがって、GSK-3β の下流のシグナルが ROS 産生
の抑制をもたらすと考えられる。一過性の過酸化水素刺激が電子伝達系複合体 III の Qi 部
位阻害により持続的な ROS 産生をもたらすこと、および ROS 誘導性 ROS 産生による連鎖
反応でミトコンドリアでの ROS 産生が増幅し得ることが報告されている。したがって、
AA 添加後早期の GSK-3β 不活性化がその後の持続的な ROS 産生に影響を与えた可能性が
ある。 
GSK-3β 不活性化が ROS 産生を抑制する機序は明らかではない。しかし、AA 添加によ
り ROS 産生増加と同時に GSK-3β-Rieske 相互作用が増加し、mKATP活性化薬の投与は両者
を抑制した。また AA は電子伝達系複合体 III 阻害により ROS 産生を誘導し、Rieske は複
合体 III での ROS 産生に寄与する。よって GSK-3β-Rieske 相互作用が複合体 III での ROS
産生に寄与すると推察されるが、その因果関係については今後の検討が必要である。 
 
結語 
心筋細胞において、GSK-3β の直接的な、または mKATP 活性化を介した間接的な不活性
化は、ROS で消失した ΔΨmの回復を促進する。ΔΨmの回復促進は、ROS による心筋細胞
死を抑制する。 
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学位論文
の題名 
Accelerated Recovery of Mitochondrial Membrane Potential by GSK-3β 
Inactivation Affords Cardiomyocytes Protection from Oxidant-Induced 
Necrosis 
(GSK-3β不活性化によるミトコンドリア膜電位回復の促進は、酸化ストレス
によるネクローシスを抑制して細胞保護効果をもたらす） 
      ミトコンドリア透過性遷移孔(mPTP)の不可逆的な開口によるミトコンドリア
機能の廃絶重要な機序と考えられている。mPTP 開口を抑制する細胞内シグナルや薬剤につ
いてこれまで多くの研究がなされてきた。しかし、一旦開口した mPTP が再閉鎖する過程
を制御する因子や、mPTP 再閉鎖の細胞生存に関する意義は明らかにされていない。そこで、
須永大介氏は、「mPTP の再閉鎖促進は、ミトコンドリア膜電位の回復を促進させ、心筋細
胞を酸化ストレスによる細胞死から救済する」という仮説をたて、その検証を試みた。 
 心筋細胞株 H9c2 細胞を用い、complex III 阻害薬（antimycin A）によって活性酸素(ROS)
産生を亢進させ、mPTP 開口と細胞死を誘導した。mPTP 開口はミトコンドリア膜電位とミ
トコンドリアに取り込ませたカルセインを指標に評価した。ミトコンドリア ATP 感受性 K
チャネル(mKATP)の活性化は、antimycin A による mPTP 開口の程度に影響を与えない条件
でも、antimycin A 除去後の mPTP 再閉鎖を促進して細胞死を抑制すること、この mKATP 活
性化の効果は GSK-3・リン酸化を介した持続的 ROS 産生の抑制によること、またその機序
として GSK-3・リン酸化により GSK-3・と complex III の結合が低下する可能性が示され
た。本研究は、mPTP の再閉鎖速度が心筋細胞壊死の規定因子であり、心筋保護の治療標的
となりうることを初めて示したものである。審査委員会は学位（医学博士）の授与に値す
るものと判断した。 
 
 
 
結果の要旨 
